ドメイン間相互作用の時間分解検出は生体分子の 反応の理解のためには非常に重要である。特にタンパ ク質は一般に不完全なパッキングにより生じる多くの キャビティーを持つため、その構造は自由度の高い柔 らかな構造であり、ドメイン間反応に揺らぎが関与し ていると考えられる。しかし従来の手法では、短寿命 中間体の揺らぎ測定は不可能であった。そこで我々は 高い時間分解能で揺らぎを捉えるべく、過渡回折格子 法(Transient Grating; TG 法)および過渡レンズ法 (Transient Lens; TrL 法)による測定を高圧条件下で 行った。本研究では植物由来の青色光センサータンパ ク質であるフォトトロピンの LOV2-linker の光反応に 伴う LOV2 ドメインと linker ドメイン間の相互作用変 化に、揺らぎがどのようにかかわるかを、中間体の圧 縮率の変化として調べた。 LOV2-linker は、 光励起に伴って発色団と LOV ドメ イン内部のシステイン残基が共有結合を形成して S 390 状態となり、最終的に linker がアンフォールディング を起こしてシグナリング状態 T 390 となることがこれま での我々の研究で明らかとなっている。この反応に対 して、TrL 信号を圧力を 0.1 MPa から 200 MPa まで変 えて測定した。この信号は約 1 ms の時定数で起こる linker ドメインのアンフォールディングに伴う体積変 化に起因し、その信号強度は体積変化量に比例する。 したがって信号強度の圧力依存性を解析することによ り、圧縮率(体積揺らぎ)の変化を求めることができ る。測定の結果、T 390 状態と基底状態の体積揺らぎの 差が求められ、+190 (ml/mol) 2 であった。すなわち T 390 状態は基底状態よりも大きく揺らいでいることが分 かった。更に、TG 法を用いて LOV ドメインと発色団 の間の共有結合形成過程における体積変化を 0.1 MPa から 150 MPa までの圧力範囲で測定し、その圧力依存 性から、S 390 状態に移る過程において体積揺らぎがす でに大きく増大していることが分かった。こうした測 定から下図のように各中間体における体積揺らぎを求 めることに成功した。 揺らぎは初期過程において大きく増幅し、その後減 少する様子が観測されたが、これは分子内のキャビ ティー量の変化や、溶媒分子との水和状態が反応に伴 い変化した結果であると考えられる。X 線結晶解析で は LOV ドメイン自身は光励起で大きな構造変化を起 こさないことが知られているが、今回の結果から平均 構造が変わらなくとも励起状態においてより柔らかな 構造となっていることが示唆され、それが linker ドメ インの LOV2 ドメインからの解離を引き起こすトリ ガーになっているのではないかと推測される。これは 「揺らぎ」が反応を引き起こす駆動力であることを示 しており、 「揺らぎ」がドメイン間相互作用にも重要で あることを直接的に初めて捉えたものである。 図 : 時 間 分 解 で と ら え た フ ォ ト ト ロ ピ ン の LOV2-linker 反応過程における圧縮率変化。緑で示し た部分が LOV2 ドメインで、赤の部分が linker ドメイ ンである。 業績紹介：ダイナミックなドメイン間相互作用

